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研究成果の概要（和文）：  

 p62 は様々な細胞内シグナル伝達分子と相互作用し、その足場タンパク質として機能してい

る。この p62 の細胞内存在量は基底レベルのオートファジーによる恒常的かつ選択的な分解で

制御されている。酵母 Atg8pは、オートファゴソームの膜形成に機能するだけでなく、オート

ファジーの分解基質やそのレセプタータンパク質との相互作用を通して選択的オートファジー

においても重要な役割を担うタンパク質として知られている。p62 に関しても Atg8p 動物ホモ

ログの LC3と直接相互作用することで、積極的にオートファゴソームに取り込まれ、リソソー

ム分解へ導かれている。酵母 Atg8pの動物ホモログには、LC3A、LC3B、LC3C、GABARAP、GABARAPL1、

GABARAPL2 の６つが存在し、それらはアミノ酸配列の相同性から、さらに LC3 と GABARAP の２

つのファミリーに大別される。LC3、GABARAPともにオートファゴソームの膜へ局在するが、そ

の機能の重複や特異性については十分に理解されていない。今回、我々がおこなった相互作用

解析の結果、p62は GABARAPより LC3と強く相互作用する結果が得られた。また、siRNAを用い

て LC3と GABARAP ファミリーの遺伝子発現をノックダウンしたところ、全てをノックダウンし

た細胞では、恒常的オートファジーによるバルク蛋白分解の遅延が認められた。興味深いこと

に、LC3 と GABARAP ファミリーの各々のノックダウンでは、恒常的オートファジーの分解活性

は正常であるにもかかわらず、LC3 単独のノックダウン細胞でのみ p62 の蓄積が見られた。以

上の結果は、通常状態で作動している恒常的オートファジーにおいて、LC3と GABARAP はオー

トファゴソーム形成に関しては機能重複を示す一方、p62 の選択的オートファジー分解は、主

として LC3との相互作用を介して遂行されることを表している。 
 

研究成果の概要（英文）： 

 p62 is a scaffold protein involved in multiple signaling pathways, and its intracellular 

levels are constitutively and selectively regulated by basal autophagy. In yeasts, Atg8p 

plays key roles in both autophagosome formation and selective autophagy based on its 

membrane fusion property and interaction with autophagy receptors/specific substrates. 

LC3, a mammalian Atg8 homolog, interacts directly with p62 by LIR (LC3 interacting 

region), highly conserved sequence among p62 homologs, and thus p62 is trapped into 

autophagosome. In contrast to the single Atg8p in yeast, mammals have 6 homologues of 

Atg8p comprising LC3 and GABARAP families. However, it is not clear these two families 

have different or similar functions. In this study, we found that simultaneous knockdown 

of LC3 and GABARAP families caused a defect in long-lived protein degradation through 

lysosomes, and knockdown of each had no effect on the degradation. Meanwhile, 

knockdown of LC3B but not GABARAPs resulted in significant accumulation of p62. These 
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results suggest that while mammalian Atg8 homologues are functionally redundant with 

regard to autophagosome formation, selective autophagy is regulated by specific Atg8 

homologues. 
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１．研究開始当初の背景 

 アルツハイマー病やパーキンソン病、筋萎
縮性側索硬化症などの神経変性疾患、または
アルコール性肝炎、脂肪肝、肝細胞癌などの
肝疾患では、多くの場合、細胞内封入体（異
常タンパク質の凝集体）の蓄積に伴い機能障
害を呈する。細胞内で自己集合する p62タン
パクは、封入体形成の責任分子であり、その
適切な代謝が封入体の蓄積を回避するため
には重要である。p62 タンパクはオートファ
ジーによる選択的分解を通じて恒常的に代
謝されることが判明しているが、その仕組み
については完全には解明されていない。 
 

２．研究の目的 

 本研究では、p62 の選択的オートファジー
機構を分子レベルで解明し、分解制御因子を
同定する。さらに、異常構造体蓄積を起因と
する疾患に対する新たな治療法の提案に向
けて、選択的オートファジーの分子機構原理
を基盤とした細胞内凝集体除去システムを
確立することを目的とする。 
 
３．研究の方法 

 酵母 Atg8の動物ホモログは LC3と GABARAP
の２つのファミリーで構成されている。本研
究では、その各々と p62との親和性をプルダ
ウンアッセイ、および等温滴定型熱量測定
(ITC)を用いて評価する。さらに、蛍光顕微
鏡観察により p62と強く共局在する Atg8ホ
モログを見出し、先の結果との整合性を得る。
また、Atg8ホモログの各々をノックダウンし
た細胞で p62の分解レベルを調査することで、
p62の選択的オートファジーに必要不可欠な

Atg8ホモログを見い出す。以上の結果から、
細胞内で恒常的に起きている p62の選択的分
解の分子メカニズムとその特異性の制御因
子を明らかにする。 
 
４．研究成果 
 p62 と LC3 または p62 と GABARAP 複合体の
立 体 構 造モ デ ルを 構築 、 比較 し た。
LC3,GABARAP の全体構造は、ともに N 末端に
２つのαへリックスを持つユビキチンフォ
ールドからなる。既に報告されている LC3と
GABARAP の構造上で大きく異なる特徴は LC3
の N末端が塩基性の電荷表面を構成するのに
対し、GABARAP は酸性電荷を提示する点にあ
る。興味深いことに、p62 の LC3 相互作用領
域(LIR)に存在する酸性アミノ酸クラスター
が特に LC3 の N 末端領域との相互作用で
GABARAP のそれよりも有利に働くことが推測
された。これを証明するためp62に対するLC3
と GABARAP の相互作用解析を ITC および プ
ルダウンアッセイで評価した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ITCにより得られた p62に対する LC3の Kd値
は GABARAP のものより明らかに低く、p62 と
LC3 の親和性の高さを示していた。さらに
FLAG-p62 からのプルダウンアッセイの結果
は、LC3 が GABARAP よりも強く p62 と相互作
用することを示していた（図１）。 
 免疫蛍光染色で GFP-LC3と GFP-GABARAPの
細胞内局在を観察したところ、大部分の p62
の凝集体で LC3との共局在がみられた。その
一方で、GABARAP と p62 の共局在は一部であ
った（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
飢餓条件下では、LC3 や GABARAP は、そのほ
とんどがオートファゴソームに存在し、細胞
質内に多数のドットを形成することが知ら
れている。したがって、先の結果は、通常条
件下で p62がオートファゴソームへ局在化す
るためには主に LC3がアダプター（もしくは
レセプター）として働くことを示していた。 
 HEK293Tの Atg8ホモログの発現を RT-PCR, 
および Droplet Digital PCRで解析した結果、
LC3Bと GABARAP, GABARAPL1, GABARAPL2の発
現が確認された。そこで、siRNAを用いて各々
の遺伝子発現をノックダウンした細胞で p62
の分解効率を調べた。その結果、栄養条件下
の基底レベルのオートファジーを介したバ
ルク分解は、 LC3B, GABARAP, GABARAPL1, 
GABARAPL2 の全てをノックダウンすることで
低下がみられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

重要なことに、LC3Bを単独でノックダウンし
た細胞はバルク分解が正常であるにも関わ
らず、p62 の分解遅延が引き起こされていた
(図３)。以上の結果は、少なくとも栄養条件
下で起きる恒常的オートファジーにおいて、
LC3 と GABARAP のいずれかが存在すれば、オ
ートファゴソームは正常に形成されるが、
p62 の分解は、LC3 との相互作用を介したオ
ートファゴソームへの取り込みが重要であ
ることを示している。 
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